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Amag: Bu calismanin amacy, antiproliferatif bir ajan olan 5-florourasilin (5FU) deneysel sican mode-
linde spinal kemik olusumunun inhibisyonuna etkisinin arastirilmasi idi.

Calisma plani: Alt1 aylik 30 adet Sprague-Dawley sigan calismaya alindi ve 3 grup olusturuldu. Spon-
tan fiizyon modelinde L4-L5 omurlarinin posterior elemanlarinda noktasal kanama olusturmak icin
bisturi ile agresif periostal soyma islemi gerceklestirildi. Spindz ¢ikintilar telletle tespit edildi ve her-
hangi bir greft materyali uygulanmadi. Grup 1'e Adcon-L, Grup 2ye tek dokunus teknigi ile 5FU uy-
gulanirken, Grup 3 kontrol grubunu olusturdu. Dért hafta sonra sicanlar sakrifiye edildi ve histolojik
inceleme icin drnekler alind:.

Bulgular: Bu ¢alismada 5FU’nun, kontrol grubuna kiyasla, fibroblast ve enflamatuvar hiicre yogunlu-
gu ve kemik formasyonunu 6nemli Sl¢iide inhibe ettigi gozlendi. Ayrica, 5FU'nun kemik formasyonu
ve enflamatuvar hiicrelerin inhibisyonu a¢isindan Adcon-Lye gére belirgin sekilde iistiin oldugu sap-
tand1 (p=0.0001).

Cikarimlar: Calismamiz 5FU'nun spinal cerrahide fiizyon, fibrozis ve istenmeyen skar doku olusu-
munu inhibe edebildigini gdstermistir. 5FU’nun lokal uygulama dozuyla ilgili gelecekteki ¢aligmalar
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sonrast insanlarda istenmeyen fiizyonun inhibisyonu i¢in kullanilabilecegi diisiincesindeyiz.

Anabhtar sozciikler: 5-florourasil; spinal fiizyonun inhibisyonu; spontan spinal fiizyon.

Prostetik implantlar haricinde, spinal cerrahide fiiz-
yon dokunun hedeflenmedigi iki prosediir bulunmakta-
dir. Immatiir (10 yas alt1) omurgalardaki cerrahi girigim-
ler, genelde fiizyon elde etme amaciyla yapilmaz. Bu yas
déneminde yapilan fiizyonlarda spinal dekompenzasyon
ve spinal uzunlukta kisalik gézlenmesi non-fiizyon tek-
niklerin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Bu tekniklerin
temel hedefi, nihai fiizyon prosediirii gerceklesene ya

da omurganin yeterli matiirasyonu saglanincaya dek
omurgay: asir1 deformasyondan korumaktir. Bununla
birlikte, periosteal bir siyrik bile immatiir bir omurgada
fiizyona neden olabileceginden, bu tekniklerde de im-
matiir omurganin cerrahi olarak agilmasina bagl olarak
istenmeyen spontan fiizyonlar gelisebilir."”) Fiizyonun
istenmedigi diger bir prosediir de dejeneratif spinal has-
taliklarin tedavisinde bagvurulan dekompresyon cerrahi-
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sidir. Aslinda bu prosediirde, fiizyonun kontrol altinda
tutulmasi gerekir. Fiizyon ve dekompresyon gerektiren
dejeneratif spinal hastaliklarda cerrahi sonrasi restenoz
sorun yaratabilir. Heniiz kanitlanmamis olmakla birlik-
te, kemik morfogenetik proteini (bone morphogenetic
protein, BMP) gibi osteogenetik ajanlarin kullanildig
durumlarda restenoz agisindan potansiyel bir risk bu-
lundugu diisiiniilmektedir. 5%

Spinal fiizyon istenilen bir sonug oldugu i¢in litera-
tiirdeki birok caligma cesitli ilaglarin fiizyon iizerine ne-
gatif etkisi ve bu etkinin énlenmesi tizerinde durmustur.
Bu nedenle, fiizyon inhibisyonu olusturmaya yénelik ta-
sarlanan ¢alisma sayisi kisitlidir, Literatiirde lokal ajanlar
uygulanarak fiizyon inhibisyonunu degerlendiren ¢alis-
malar fibrin yapistirict ve Adcon-L ile yapilmistir,10%)
Fibrin yapistiricinin fiizyon {izerine etkisine dair farkli
goriisler ne siiriilmekle bitlikte, greft materyallerini bir
arada tutarak fiizyon {izerine olumlu bir etkide bulun-
dugunu gésteren galismalar da bulunmaktadir.'? Ote
yandan, Adcon-L, lezyon bélgesine proliferatif hiicrele-
rin gogiinii 6nledigi diisiiniildiigiinden, adezyon ve fib-
rozisin inhibisyonu i¢in kullanilan bir biyomateryaldir.
Ayni prensiple fiizyonu inhibe ettigi de gdsterilmistir.'")
Son yillarda, klasik bir antiproliferatif ajan olan 5-floro-
urasilin oftalmolojik girisimlerde ve el cerrahisinde fib-
rozisi dnlemeye yonelik kullanildig: bilinmektedir. Ca-
lismamizi 5FU'nun spinal fiizyonun inhibe edilmesinde
Adcon-L kadar etkili olabilecegi tezi iizerine kurduk.

Bu ¢aligmada, lokal 5FU uygulamasinin spinal fiiz-
yon iizerine inhibitdr etkisinin sigan modeli kullanilarak
aragtirilmasi hedeflenmektedir.

Gerec ve yontem

Bu ¢alisma, kurumumuz biinyesindeki Hayvan Aras-
tirmalar1 Yerel Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra
yapilmugtir,

Oncelikle, spontan spinal fiizyon agisindan gegerli
bir model olusturmak iizere iki adet 2 haftalik immatiir
Sprague-Dawley tiirii siganda torasik bélgede posterior
omurga aci§a ¢ikarildi. Bistiiri ile tiim kaslar subperios-
teal olarak siyrildi. Hayvanlar 4 hafta sonra sakrifiye edi-
litken, ossedz veya fibroz bir proliferasyon gdzlenmedi.
Daha uygun bir spontan fiizyon modeli elde etmek i¢in
isleme spinoz ¢ikintinin tellenmesi eklendi ve bu amag-
la iki immatiir sican daha opere edildi. Bununla birlik-
te, kiigiik posterior elemanlar nedeniyle optimum tespit
saglanamad. Tki adet 6 aylik Sprague-Dawley sicanda
agresif subperiosteal styirma ve spinéz ¢ikinti tellemesi
beraber uygulandi. Teller cerrahi sonrast 4. haftada ¢1-
karildiktan sonra, opere edilmeyen segmentlerle kargi-

lastirldiginda ciddi proliferatif degisiklikler gozlenmesi

iizerine bu islem calisma modeli olarak belirlendi.

Otuzadet 6 aylik Sprague-Dawley tiirii sigan ¢aligma-
ya alind1 ve 3 gruba ayrildi. Grup 1 Adcon-L (Adcon-L
Adhesion Control Gel®; Gliatech Inc., Cleveland, OH,
ABD) ile tedavi edilirken Grup 2ye 5FU (5-Fluorou-
racil®; Choongwae Pharma Corp., Seul, Giiney Kore)
verildi. Grup 3 ise kontrol grubu olarak kullanilds.

Anestezi 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun®;
Bayer AG, Leverkusen, Almanya) ve 40 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketalar®; Eczacibasi, Istanbul) ile yapilds.
Sonrasinda operasyon alani tiragland: ve steril kosul-
lar altinda operasyona hazirlandi. Orta hat insizyonu
yapildiktan sonra L4-L5 lomber omurganin posterior
elemanlarina ulagild: ve kaslar siyrildi. Siyirma islemi
sirasinda koter kullanilmadi. Lamina tizerinde noktasal
kanamalar olusana dek bistiiri ile tiim kas dokusu ve ke-
mik periostu siyrildi. L4-L5 tespiti i¢in spindz ¢ikintida
0.3 mm kalinligindaki teller kullanildi. Grup 1de her bir
hayvanin L4-L5 vertebranin agiga ¢ikarilmis posterior
elemanlarina kendi aparati ile 50 pl Adcon-L uygulan-
di. Grup 2de operasyon alaninda 10 ml serum fizyolojik
ile irrigasyon sonrasinda tek-dokunus teknigiyle ve bir
spang kullanilarak vertebraya 5 dakika boyunca 5FU uy-
guland. Grup 3'te (kontrol grubu) operasyon alanina
sadece 10 ml serum fizyolojik uygulandi.

Hayvanlarda postoperatif ambulatuar aktiviteler ve
yara iyilesme siireci giinliik olarak takip edildi. Higbir
grupta ndrolojik defeke, enfeksiyon veya kutanéz iyiles-
mede farklilik gézlenmedi. Siganlar cerrahi sonras: 28.
giinde intravendz yiiksek doz sodyum pentotal (100 mg/
kg) ile sakrifiye edildi ve histolojik inceleme i¢in 6nceden
yapilmis insizyondan en blok olarak lomber vertebranin
tamamu ¢ikarilds.

Histolojik inceleme icin, vertebralar %10 formal-
dehit soliisyonu icerisinde tespit fikse edildikten sonra
%10 formik asit ve %8 HCl ile 2 giin dekalsifiye edildi.
Bundan sonra, érneklerden 5 pm kalinliginda kesitler
hazirlandi ve hematoksilen-eozin (HE) ve Mason trik-
rom (MT) ile boyandu.

Her bir denek igin ii¢ kesitten ii¢ farki alanda hiicre-
ler sayildi. Ayni sekilde, x400 biiyiitme altinda enflama-
tuvar hiicreler de (polimorf niikleer hiicreler, lenfositler
ve monositler) sayildi. Skar dokusunda fibroblastlarin
yogunlugunu hesaplamak icin He ve Revel'in kritetleri
kullanild1.™ Yeni kemik olusumu ve neovaskiilarizasyon
mikroskobik olarak Emery ve ark/nin kriterlerine gore
degerlendirildi (0-3: yeni kemik yok - maksimum yeni
kemik ve 0-3: neovaskiilarizasyon - maksimum neovas-
kiilarizasyon) (Tablo 1)."*) Preparatlar skarlagma dere-
cesi, enflamasyon, enfeksiyon ve Adcon-L rezorbsiyonu
agisindan histopatolojik olarak degerlendirildi.
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Tablo 1.  5FU grubundaki yeni kemik olusumu ve enflamatuvar hiicre yogunlugu inhibisyonu belirgin olarak diger gruplardan farklidir.
Gruplar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ortalama
Yeni kemik olusumu”
Adcon-L 3 3 3 3 3 3 3 2 3
5FU 0 0 3 0 0
Kontrol 2 3 3 3 1 2 2 3 0
Fibroblast yogunlugu®
Adcon-L 161 129 175 138 17 69 134 113 76 103 121.5
5FU 115 95 130 131 144 125 RN 98 140 110 119.9
Kontrol 292 210 157 204 242 199 158 186 218 141 200.7
Enflamatuvar hicre yogunlugu*
Adcon-L 4 15 4 5 15 25 15 2 20 12 1.7
5FU 4 3 2 1 2 1 1 1 1 1.8
Kontrol 5 5 3 4 19 7 3 4 3 5.9
Neovaskdlarizasyon$
Adcon-L 2 2 2 2 2 3 2 2 2
5FU 1 2 2 2 1 2 2 2 2
Kontrol 2 2 2 3 2 2 2 2 2

“Yeni kemik olusumunun semi-kantitatif degerlendirmesi Emery ve ark.’nin"® kriterlerine gére yapildi. 0: Yeni kemik olusumu yok, 1: Minimum seviyede yeni kemik
olusumu, 2: Orta seviyede kemik olusumu, 3: Maksimum seviyede kemik olusumu. *Fibroblast sayimi her 6rnekten alinan 3 kesitte, tc farkli alanda x400 buyut-
mede yapildi ve bu degerlerin ortalamalari calismada kullanildi. *Polimorfonukleer hticreler, lenfositler ve monositler her 6rnekten alinan 3 kesitte, tc farkli alanda
x400 blyttmede sayildi ve bu degerlerin ortalamalari calismada kullanildi. $Neovaskularizasyonun degerlendiriimesi Emery ve ark.'nin!"! kriterlerine gore yapildi.
0: Neovaskdlarizasyon yok, 1: Minimum seviyede neovaskularizasyon, 2: Orta seviyede neovaskularizasyon, 3: Maksimum seviyede neovaskularizasyon.

Veriler “Statistical Program for Social Science v.10.0”
yazilimi (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak,
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U-testleriyle analiz
edildi. Anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak belirlendi.

Bulgular

Adcon-L grubundaki yeni kemik olusumunun %90’
Grade 3 iken, 5FU grubunda yeni kemik olusumunun
%80'i Grade 0 idi (Sekil 1) (Tablo 1). Kontrol grubunda
yeni kemik olusumu daha ¢ok Grade 2 ve 3 idi. 5FU ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardi (p=0.0001).

Fibroblast yogunlugu Adcon-L ve 5FU gruplarinda
diisiiktii. He ve Revel™ kritetlerine gére hem Adcon-L
hem de 5FU gruplarinda Grade 2 fibroblastlar i¢cin %70
yogunluk ve yine kontrol grubunda Grade 3 fibroblastlar
icin %70 yogunluk gozlendi (Tablo 1). Adcon-L ve 5FU
kullaniminin fibroblast yogunlugunu kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede azalttig1 gdzlendi (p=0.0001).

Adcon-L grubunda enflamatuvar hiicre sayisi artar-
ken 5FU grubunda azalmisti. x400 biiyiitme altinda or-
talama enflamatuvar hiicre sayisinin Adcon-L grubunda
11.7, 5FU grubunda 1.8 ve kontrol grubunda 5.9 oldugu
kaydedildi (Sekil 1) (Tablo 1). 5FU ve kontrol gruplar:
arasinda enflamatuvar hiicre yogunlugu agisindan an-

lamli bir fark vard: (p=0.0001).

Kesitlerin Emery ve ark/nin kriterlerinel™ gére ne-
ovaskiilarizasyon agisindan degerlendirilmesinde tiim
gruplarda Grade 2 neovaskiilarizasyonun baskin ol-
dugu gozlendi. Gruplar arasinda ise bir fark yoktu
(p=0.1140). Ajanlarin hicbirinin neovaskiilarizasyon
tizerine negatif veya pozitif bir etkisinin olmadig: goriil-
dii. Adcon-L grubundaki deneklerin yarisinda Adcon-L

rezorbe olmamust1.

Tartisma

Spontan, diger bir deyisle istenmeden olusan fiizyon,
spinal cerrahi literatiiriinde kabul edilmis bir sorundur.
(7] Spontan fiizyonda, sadece ossedz kopriilesme degil,
ayn1 zamanda agir1 fibroz reaksiyon da omurgay: etkile-
yebilir ve hareket yetenegine sekte vurabilir.'*'”) Fiizyon-
suz, Luque enstriimentasyonunun kullanildig: olgularda
spontan fiizyon ve fibrozis, deformitenin diizeltilmesini
engellemekle kalmayip, krank saft deformitesine de yol
agabilir.®'® Immatiir omurgalarda spontan fiizzyondan
asir1 iyilesme potansiyeli sorumlu tutulmakla birlikee, kii-
¢iik deri insizyonu, minimal kas siyrilmasi, etkili homeos-
taz, yara bélgesi irrigasyonu ve subfasiyal veya subkutandz
yontemler gibi tedbirsel adimlara ragmen spontan fiizyon
bulunan olgularin sayisinda anlamli bir degisiklik goz-
lenmemistir. Cahill ve ark.nin ¢alismasinda, nihai fiizyon
cerrahisine giden 9 immatiir hastanin spinal segmentle-
rinde %89 oraninda spontan fiizyon bildirilmistir.”)
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Yeni kemik olusumu

Fibroblast yogunlugu
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Sekil. 1. Yeni kemik olusumu. Oklar yeni kemik olusum odaklarini géstermektedir. Adcon-L grubunda Grade 3, kontrol grubunda Grade 2 kemik
olusumu gosterilmektedir. (HE, x10). Her iki ajan da fibroblast yogunlugunu anlamli olarak azaltmaktadir (MT, x10). 5FU grubunda enflama-
tuar hticre yogunlugunun anlamli derecede daha az oldugu goérultyor. Ters oklar enflamatuar hiicreleri gostermektedir (HE, x40). [Bu sekil,
derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gordlebilir.]

Spinal cerrahide farmasotik ajanlarla istenmeyen fiiz-
yonun inhibisyonu az sayida ¢alismada degerlendirilmis-
tir. Zou ve ark/nin"V calismasinda, Adcon-Lnin spontan
fiizyonu bir dereceye kadar inhibe ettigi bildirilmektedir.
Bu deneysel ¢alismada, transvers gikintilarin bilateral
dekortikasyonu sonrasinda yazarlar bir taraftaki iliyak
kanattan alinan bir otogrefti kullanarak intertransvers
fiizyon yaparken, diger tarafta ayn1 miktarda otogreft ve
Adcon-L igeren bir karigim kullanmiglardir. Bu modelin
ve farkli deneysel caligmalarda kullanilan diger fiizyon
modellerinin spontan fiizyonu tam olarak simiile etme-
digini diisiindiigiimiiz i¢in, calismamizda, agresif siyir-
ma ve spindz ¢ikinti tel uygulamasi hari¢ hicbir yonte-
min flizyon veya fibrozisi tetiklemeyecegi yeni bir model
olusturduk. Genelde greft materyallerini bir arada tutan
bir tagtyic1 gérevi goren fibrin yapistirict da, fiizyonun
istenmedigi alanlarda BMP’lerin ve greft materyalleri-

nin migrasyonunu ve dagilimini dnledigi diisiiniilmekle
birlikte benzer amaglarla kullanilmaktadir.!% Bununla
birlikte, fibrin yapistiric1 fiizyonu inhibe etmekten ziya-
de kontrol altinda tutmaya yarayan bir ajandir ve 6zellik-
le de dekompresif cerrahi acisindan 6nem tagimakeadir.

Calismamizda kullanilan ajanlarin her ikisi de farkls
etki mekanizmalarina sahiptir. Antiproliferatif bir ajan
olan 5-florourasil, florlu bir pirimidin analogudur ve tra-
bekiilektomi ve glokom filtrasyon cerrahisi sonrasinda
fibrozisi 6nlemek amaciyla topikal bir ajan olarak kul-
lanilmaktadir.*?*) Deneysel ¢alismalarda tendon ona-
rimlar1 sonrasi fibrotik adezyonlar: azaltug: da ayrica
gosterilmistir.*?*) Bes dakikalik, tek-dokunus ydntemi
kullanilmasinin amact 5FU'nun antiproliferatif etkile-
rinden faydalanirken yan etkilerinden kaginmakeir. Bu
teknik, hiicre 6liimiine yol agmaz, ancak, hiicre iskeleti-
nin hiicresel mRNA'larini etkileyerek ve DNA sentezin-



90

Acta Orthop Traumatol Turc

de takip edilen normal kimyasal yolaklari inhibe ederek
hiicrelerin metabolizmasi ve davranisini degistirir,[>2>24
Ote yandan, Adcon-L, fosfat tamponlu bir soliisyon
icerisinde abzorbe edilebilen poliglikan estetleri ve bir
jelatinden olugmaktadir ve primer etki mekanizmas: fib-
roblastlarin gd¢iine karsi mekanik bir bariyer gibi dav-

ranmakerr,[?%)

Calismanin histolojik sonuglarina gére, her iki ajan
operasyon alanindaki iyilesme siirecini etkilemektedir.
Her iki ajanin da fibrotik dokuyu azalttig: bulunmustur.
Bununla birlikte, 5FU ve Adcon-L gruplar: arasinda ke-
mik olusumu agisindan anlamli bir fark bulunmaktayds.
Bu anlaml: farkliligin nedenini agiklayamasak da, Adcon-
Lnin abzorpsiyonuna dair gecikmenin iyilesme siireci
tizerinde farkli bir etkiye sahip oldugunu diigiinmekteyiz.
Calismamizda Adcon-L, uygulandig gruptaki deneklerin
yarisinda abzorbe olmamistir. Zou ve ark.'Y) da benzer
bir sonug elde etmislerdir. Bununla birlikte, caligmamizda
gdzlenen enflamatuvar hiicre sayisindaki anlamli yiiksek-
lik Adcon-Lnin bu gecikmis abzorpsiyonuyla ve Adcon-L
partikiillerinin antijenik &zellikleriyle iligkili olabilir. Bu
farklilig1 aciklayabilecek diger bir faktdr de, yukarida ta-

nimlanan sekilde ajanlarin etki mekanizmasidir.

Manuel ve radyolojik degerlendirmelerin bulunma-
mas1 ve degerlendirilen alanin kiicitk olmasi nedeniyle
iki vertebra arasindaki hareketin degerlendirilmesinde
rastlanan sorunlar bu ¢alismanin temel kisithligidir.)
Bu ¢aligmada greft materyali kullanilmamistir. Posterior
omurgada bir fiizyon kitlesi saptanmamus ve hem radyo-
lojik hem de manuel olarak ossedz kopriilesmeyi gozle-
memiz bu nedenle miimkiin olmamistir.

Sonu¢ olarak, Adcon-L ile karsilastirildiginda
5FUnun kemik olusumu, fibroblast ve enflamatuvar
hiicre inhibisyonu agisindan anlamli derecede daha
tistiin oldugu gdzlenmistir (p=0.0001). Bu bulgular,
5FU’nun spinal cerrahide fiizyon, fibrozis ve istenmeyen
iyilesme dokusunu basarili sekilde inhibe edebildigini
gostermektedir. 5SFU bu agidan iimit verici bir ajan ol-
makla birlikte, insan omurgasinda kullanimi i¢in uygun
dozaji ve uygulama teknigini belirleyecek bagka ¢aligma-
lara ihtiyag vardir.

Cikar ortiigmesi: Cikar drtiismesi bulunmadig: belirtilmistir.
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